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1 ZUSAMMENFASSUNG 
Die proteolytische Freisetzung von membrangebundenen Wachstumsfaktoren, Zytokinen, 
Rezeptoren und Adhäsionsmolekülen, durch ADAM17, a disintegrin and metalloproteinase 17, 
stellt einen essenziellen Prozess in der physiologischen Entwicklung des Menschen dar. Eine 
Defizienz oder Dysregulation dieser Protease ist mit dem Auftreten von 
Entzündungsreaktionen und der Proliferation von Krebszellen assoziiert. Trotz dieser 
außerordentlichen Funktionen ist der genaue Mechanismus hinter der Aktivierung von 
ADAM17 nur rudimentär aufgeklärt.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Hypothese aufgegriffen, bei der die asymmetrische 
Verteilung des Phospholipids Phosphatidylserin (PS) innerhalb der Zellmembran als Regulator 
von ADAM17 agiert. Im zellulären Kontext erfolgt eine temporäre Aufhebung der Membran-
Asymmetrie u.a. durch Scramblasen. In diesem Zusammenhang wurde die Frage untersucht, 
ob exogene ADAM-Aktivatoren wie Adenosintriphosphat, Ionomycin oder Phorbolester die 
Exposition von Phosphatidylserin auf der äußeren Seite der Zellmembran mittels der 
Scramblase Anoctamin-6 (ANO6) verstärken und so die ADAM17 vermittelte 
Substratfreisetzung regulieren. 
Hierbei konnte in vitro gezeigt werden, dass ein Anstieg der intrazellulären 
Kalziumkonzentration bei einer ANO6-Überexpression zu einer verstärkten PS-
Externalisierung und einer daraus resultierenden vermehrten Freisetzung von Substraten 
sowohl durch ADAM17 als auch ADAM10 erfolgte. Um unabhängig von exogenen 
Stimulanzien die Aktivierung von ADAM17 zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit erstmals 
die humane ANO6-D408G-Mutante generiert. Diese Mutante ist aufgrund ihrer erhöhten 
Kalziumsensitivität in der Lage unter konstitutiven Bedingungen PS zu externalisieren und 
führte in Untersuchungen bei einer Überexpression zu einer vermehrten Substratfreisetzung 
durch ADAM10 und ADAM17. Dadurch wurde der essenzielle Aspekt der PS-Exposition für die 
ADAM17-Aktivierung bestätigt und eine mögliche Mediatorrolle von ANO6 in diesem 
Mechanismus nahegelegt. 
Schließlich wurde die daraus resultierende Frage, ob die Aktivierung von ADAM17 durch PS in 
vivo relevant sei, anhand eines CRISPR-Cas9 generierten Mausmodells analysiert. Hierbei 
wurde das polykationische PS-bindende RKGK-Motiv innerhalb der membranproximalen 
Domäne von ADAM17 zu einem neutral-geladenen Motiv (ADAM173x/3x) verändert. Diese 
Mutation führte zu einer pränatalen Letalität der homozygoten ADAM173x/3x-Mäuse um den 
Embryonaltag 14,5 herum. Nachweislich war weder die Expression, noch die 
Oberflächenlokalisation oder die katalytische Funktion von ADAM17 durch diese Mutation 
beeinflusst. Anhand von isolierten murinen embryonalen Hepatozyten wurde deutlich, dass 
das ADAM17-vermittelte Shedding in ADAM173x/3x-Mäusen konstitutiv deutlich vermindert 
und nicht induzierbar war.  
In der Gesamtheit konnten die Ergebnisse dieser Arbeit die neuartige Hypothese eines 
regulatorischen Einflusses der Zellmembran-Asymmetrie in der Aktivierung von ADAM17 in 
vitro bestätigten und die essenzielle Bedeutung in vivo erstmals zeigen. ANO6 stellt hierbei als 
kalziumabhängige Scramblase eine mögliche Verbindung zwischen einem intrazellulären 




The proteolytic cleavage of membrane-bound growth factors, cytokines, receptors and 
adhesions molecules through „a disintegrin and metalloproteinase 17“ (ADAM17) represents 
an essential process within normal physiological development in human. A deficiency or 
dysregulation of this protease is associated with inflammation and cancer. Even though 
ADAM17 has such remarkable functions, the mechanism behind its activation is poorly 
understood.  
In the context of this thesis, a novel hypothesis covering the regulatory effect of the 
phospholipid phosphatidylserine (PS) and its essential exposure within the outer leaflet of the 
membrane for ADAM17 sheddase function was picked up. The naturally occurring membrane 
asymmetry and its temporary vertical breakup occur e.g. through scramblases. With this in 
mind, the question arose if exogenic ADAM activators such as adenosine triphosphate, 
ionomycin or phorbol esters lead to a PS exposure via the scramblase anoctamin-6 (ANO6) 
and thus increased ADAM17-mediated substrate shedding.  
Hereby it was shown in vitro, that an increase of the intracellular calcium level and ANO6-
overexpression led to a rise of externalized PS and resulted in an increasing amount of cleaved 
substrates by ADAM17 as well as ADAM10. For the first time, the human mutant ANO6-D408G 
was generated to analyse ADAM17 activation independent of exogenic stimuli. This mutant is 
able to externalize PS under constitutive conditions due to an increased calcium sensitivity. As 
expected overexpression of this mutant led to a significant increase of exposed PS followed 
by enhanced substrate cleavage via ADAM10 and ADAM17. Therefore, these experiments 
underline an essential role of PS exposure for ADAM17 activation and suggest a role for ANO6 
as a possible mediator within this mechanism.  
Ultimately, the resulting question of in vivo relevance for the interaction between ADAM17 
and PS had to be analysed. Using a CRISPR-Cas9 generated mouse model (ADAM173x/3x) the 
positively charged PS-binding motif (RKGK) within the membrane-proximal domain of 
ADAM17 was mutated towards a neutrally charged motif. This mutation led to a prenatal 
lethality of homozygous ADAM173x/3x mice around the time of embryonal day 14,5. Verifiably, 
this mutation did not alter the expression, surface location or catalytic activity of ADAM17. 
Via isolated murine embryonic hepatocytes, it was analysed that the reason was an impaired 
constitutive ADAM17 sheddase function which also could not be induced.  
In conclusion, the results of this thesis confirm that membrane asymmetry and its temporary 
breakup mark a novel mechanism for ADAM17 activation in vitro. For the first time, it was 
shown that interaction between ADAM17 and PS indeed is essential in vivo. Within this 
mechanism, the calcium-dependent scramblase ANO6 could act as a mediator between an 
increase of intracellular calcium level and an enhanced shedding by ADAM10 and ADAM17. 
 
 
